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論 文 内 容 要 旨
緒言
1912年、還元糖 とアミノ酸を加熱す ると褐変物質が生じることが発見された1)。こ
の反応は、アミノ酸 と糖の非酵素的な縮合反応であ り、 この反応 を見出 した化学者の
名前か らメイ ラー ド反応、あるいは糖化反応(グ リケーシ ョン)と 呼ばれている。 こ
の研究 は主に食品化学の分野で進め られていたが、70年代にヒ トヘモグロビンの糖化
産物(HbA1、)が発見され、生体内での意義 も注 目され るようになった2)。グ リケニシ




生成 による生体過酸化誘発の一つの原因 として考え られ、糖尿病合併症や細胞老化 と
の関係が荘目されている。
一方、 リン脂質は生体膜を構成 している最 も重要な成分である。 リン脂質のひ とっ
で、第一級ア ミノ基 を有するボス ファチジルエタノールアミン(PE)も糖化反応を受
け、アマ ドリ型の糖化ボスファチジルエ タノールア ミン(Amadori-PE)を生じ:る可能
性が指摘 されている《Fig.1)3お)。Amadori-PEはさらに構造変化 し、AGEsになるこ
とも考え られ る。 しか し、脂質グ リケーシ ョンの研究は構造解析 のレベルか ら進展 し
ていないため、その生理的な意味は不明確である。脂質グ リケーションの意義 を明確
にす るためには、信頼性が高い高純度の標品を調製 し、生化学的にその機能を評価す
る必要がある。 さらに、生体内や食品にお ける脂質 グリケーション産物 の分布を明 ら
かにすることも望ましい。
本研究では、糖化ア ミノ リン脂質の合成、新規生理活性の検索、 そしてその簡便な
定量法の開発 を目的 とした。
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第一章 アマ ドリ型糖化 リン脂質の調製 と精製法の確立
脂質グ リケーシ ョンに関する生化学分析や細胞実験な どに使用するための高純度な
Amadori-PEの調製法を新たに開発 しようとしたる調製 したAmadori-PEを今後 の実験
の標品 として使用す るため、 その構造解析 をとくに重点的 に行 った。
【方 法 】
DioleoylPE(150μM)とD-glucose(50mM)を、30mlの0.1Mリ ン酸 緩 衝液1メ
タノール(2:1,vlv,pH7.4)中37℃でイ ンキ ュベー トした。 イ ンキ ュベー トは0-20
日間行 い、 クロロ ホル ム1メタ ノール(2:1)によ り脂溶性 の 生成 物 を抽 出 した。 この抽
出物 をHPLC一質量分 析装 置(HPLC-MS)やHPLC一光散乱 検 出器(HPLC-ELSD)に供
し、Amadori-PEの生成量 をモニ ター した。Amado而一PEはphenylboronicacid(PBA)
カ ー トリッジ を用 いた 固相抽 出法 に よ り選 択的 に抽 出 し、 その後HPLC法 に よ り単離
した。Amadori-PEの同定 は、 高分 解 能Fastatombombardmentmassspectrometer
(HRFAB-MS)と核 磁気 共鳴 スペ ク トル(NMR)に よ り行 った。
【結 果 と考察 】
DioleoylPEとD-glucoseをイ ンキ ュベ ー トした反応液 か ら、Amado呼PEの生成 を
HPLC-MSで確認 し、 その生 成量 をHPLC-ELSDで測定 した(Fig.2)。しカ}しなが ら、
Amadorl-PEの生成 量 は多 くはな く、他 の ピー ク と爽雑 して い たた め、HPLCに よ る
Amadori-PEの分取 は困難で あ った 。 そ こで 、HPLC分析 の 前 にPBA固 相 抽 出 カ ー ト
リッジを用 い るこ とでAmadori-PEの単離 に成功 した(Fig.3)。なお、Amadori-PE標
品 の化学 構造 解析 で は、HRFAB-MS分析 に よ りmlz906.6064【M+H1+が観測 され、
Amadori-PEの理論 値分 子量906.6072(C47H8gN1013P1)と良 く一 致 した(Rg.4)。ま
た2D-COSYによ りAmadori-PEの糖 部位 の構造 はdeoxy-Dfructosyl型で あ る と示 唆
され た(Fig.5)。
以 上 の結果 か ら、本 法で得 られ た高純 度 の脂 質糖 化産物 はdeoxy-D-fructosyl型の
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先 に我々は、糖尿病患者血 中の血漿 リポタンパ クの膜脂質の酸化変成度が、健常人に比
べて有意に高い ことを見 出 している7)。タンパク質 と糖か らのメイ ラー ド反応で生成する
Amado丙化合物は、遷移金属存在下において活性酸素種 を産生 し、過酸化反応を誘発する。
したがって、高血糖状態 に生 じる脂質のグ リケーション産物であるAmado両一PEも過酸化反




散 し、 リノール酸 ミセ ル溶 液 を調製 した。 この ミセ ル溶 液 に、Amadori-PE(3,6ある
い は12μM)を 添加 し、30μMの 金 属(Fe3+あるい はFe2+)存在 下 と非存 在下 の条件
で 、37℃で0-60分 間 イ ンキ ュベ ー トした。反応 後 、脂 質過 酸化 の進行度 はチ オバル
ビ ツール 酸反 応物 質(TBARS)法 で評 価 した。
【結果 と考察】
Fe3+存在下 において、微量 のAmadori-PE(リノール酸 に対 して0.06-0.23mol%)を
ミセル状の リノール酸 とイ ンキュベー トすると経時的に、またAmadori-PEの濃度依存
的にTBARSの顕著な増加が観測された(Fig.6)。Fe2+を添加 した場合 にも同様 な結果
であったが、鉄が存在 しない と過酸化 はみ られなか った(Rg.7)。これ らのことか ら、
Amador卜PEは鉄存在下 において脂質過酸化を誘発す ることが明 らか となった。 また、
Amadori-PE1リノール酸1Fe3+の系に、活性酸素消去剤(SOD、manniitol、catalaseな
ど)を 添加する と、TBARSの生成量が減少 した(Fig.8)。したがって、Amadori-PE
はFe3+存在下でqな どの活性酸素 を生 じ、これが リノール酸を酸化する反応メカニズ
ムが推察 された(Fig.9)。糖化脂質は、生体膜脂質 の過酸化を誘発する一つの原因物





































































































































血管新生(angiogenesis)は既存の血管か ら新 たな血管 が生 じる現象であ り、血
管の基底膜の分解 と、その後に起 こる血管 内皮細胞の増殖 ・遊走 ・管腔形成 を経て進
む。血管新生は糖尿病性網膜症な ど血 管新生病の進展 に深 く関わ る。最近、血管新
生へのグリケーシ ョンの関与が指摘 されてい る8)。本研究で は、Amadorl-PEと血管
新生 の関わ りを培養細胞試験で評価 して、脂質 グリケーシ ョンの新 たな生理作用 を
見出そうとした。
【方 法】
ヒ ト膀帯静脈 血 管 内皮 細胞(humanumbilicalveinendothelialcells,HUVEC)を96
ウ ェル プレー ト(3000celllwell)に播 き、Amado圃一PE(0～5μM)を含 む培地
(HUMEDIA-EG2,2%FBS含有;KURABO社製)で培 養 し、HUVECの増殖 能 をWS予1
法 で調 べた。また、HUVECを6ウ ェル プ レー トで培 養 し、ウ ェル 内 に無細胞 領 域 を作 、
り、 この領域へ の細 胞 の移動 度 を測 定 した(woundassay)。管腔 形成 能 は血 管新 生測
定 キ ッ ト(KURABO)で評価 した。Amadorl-PEによ る血管 新 生促進 の作用機 序 を明 ら
か にす るため、HUVECか ら分泌 きれ るマ トリックス メタ ロ プロテ アーゼ(MMPs)を





よる細胞遊走 と管腔形成の増加 も観察 された(Fig.12,13)。これ らの ことか ら、
Amado而一PEは血管新生を促進することが明 らか となった。このメカニズムを調べ るた
めに、血管新生促進因子のひ とつであ るMMPsを測定 した。Amado而一PEの処理で
HUVECのMMP2mRNA量は増加 し、細胞外へのMMP2の分泌が促進 された(Rg.14)。
細胞外に放出されたMMP-2は血管の基底膜 を分解す るので、 これが引き金 となって、



















































































































































































3-1UVラベ ル化 剤 を用 い たAmadori-PEの定 量法 の 開発
Amado而一PEなどの糖 化脂 質 は、生体 内や食 品中 に普 遍 的 に分 布す るこ とが 予想 され .
る。 しか し、 その存 在量 は未 だ 不明確 で ある。 これ はAmadori-PEが、特異 的 なUV吸
収 や 蛍光 な どを持 たず 、通 常 のHPLCで は分 析が難 しい こ とが大 きな原 因 と考 え られ
る。そ こで、UVラ ベ ル化 試薬(3-methyl-2-benzothiazolinonehydrazonehydrochloride;
MBTH)を 用 いた 新規 定量 法 を開発 した。
【方法 】
DioleoylPEとD-glucose由来 のAmadori-PE(Glc-PE)、あ るい はDioleoylPEとα
一lactose由来 のAmadorトPE(Lac-PE)を作製 した。 これ らAmadoルPE標品(0 ,5-
20nmoI)、あ るい は生 体試 料 や 各種食 品か ら抽 出 した脂 質成 分 に、0.2mlのMBTHを
含 む メタ ノール溶 液(25mgMBTHlml)を加 え、37℃ で24時 間 イ ンキ ュベ ー トした。
そ の後、6miの クロ ロホル ム1メタノール(2:1)と1.5mlの10mMHCI水溶 液 を添加
し、 脂溶 性成 分 を得 た。UVラ ベ ル化 され たAmadori-PEをHPLC-UV(318nm)で検 出
し、 食 品や生 体試 料 中 のArpadori-PEを定量 した。
【結果 と考 察 】
Amadori-PE標品(Glc-PEとLac-PE)の糖 鎖のカル ボニ ル基 にUVラ ベ ル化 剤 で あ
るMBTHが 付 加 した化 合 物 を作 製 し、その付加 物 をUV318nmで 測 定 した(Fig.15)。
本 法 に よるAmadori-PEの検 出限界 は20pmolであ り、標 品 の分析 量(50-2000pmol)
と、 その ピ ーク面積 に は良好 な直 線関係 が認 め られた(Fig.16)。この方 法 に よ り、食
品や 生体 試料 にお け るAmado而一PEの定量が可能 に なった(殆ble1)。粉 ミル ク、チ ョ
コ レー ト、豆 乳な どに はAmadorトPEが多量(5.4～189μglg)に存 在 した。 一 方、 老
化 ラ ッ トの血漿 にはAmadori-PEが多 く蓄積 され、脂質糖 化 と加齢 とのかか わ りを始 め
て提 案 した。しか し、ヒ トの試 料(血 漿 と赤血球 膜)の場合 、感 度 の問題 か らAmado㎡一PE



















































































































































3-2HPLC-MSIM$を用 いたAmadori-PEの定 量 法 の 開発
前章(3-1)でAmadori-PEの測定が可能なHPLC-UV法を開発 したが、感度の問題
か らヒ ト試料の分析 まではで きなかった。過去に、 ヒ トの血液や組織な どの臨床サ ン
プルか らの糖化脂質の検 出例はほ とんどない。糖尿病 などの疾病患者の血 中に、 どの
ような構造の糖化脂質が、 どの程度まで生成 ・蓄積 しているのかは不明である。そこ
で、超高感度 なリニアイオ ン トラップ型ハイブリッ ド質量分析装置(4000QTRAP珊)
を用いて健常人 と疾病者の血漿AmadorトPEを定量 し、脂質グリケーションと病気のか
かわ りを明 らかに しようとした。
【方 法】
DioleoylPEとD-glucoseをイ ンキュベ ー トして、Amadori-PE標品(mlz906)を作
製 した。 このAmadori-PE標品、あ るい はヒ ト血 漿か ら抽 出 した総脂 質 を、4000Q
TRAPTM(Neutraliossscanmode)に供 してAmadori-PEを定量 分析 した。
【結果 と考察 】
Amadori-PE標品を4000QTRAP珊た供すると、親イオン(mlz906)ともに、糖
化エ タノール アミン基(リ ン酸部位 を含む)を 失ったフラグメン トイオ ン(mlz603)
が検出された。失われた分子量mlz303〈親イオ ン ー フラグメン トイオ ン)を与 える





人健常者の血漿には少な く、糖尿病者 とくに腎臓病 を併発 した透析患者の血漿か ら最
も多 く検 出された(Fig。20)。血漿のAmdori-PE濃度が高い と、過酸化 リン脂質
(PCOOH)濃度 も高値 となった(Fig.21)。したが って、糖尿病な どの高血糖状態に
おいては、膜脂質の糖化反応が惹起され、異常な脂質 グ リケーションは、膜脂質過酸
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本研究ではアマ ドリ型糖化 リン脂質(Amadori-PE)の合成、生理機能、 またその測
定方法に関する研究を行い、以下の成果や新 たな知見 を得た。
1.アマ ドリ型の糖化ア ミノ リン脂質であるAmadorトPEの、簡便かつ有効な調製法 を
開発 した。本法で得 られ るAmdori-PEの純度 は高 く、生化学試験な どにおける標準物
質 としての利用が可能であった。
2.Amado面一PE標品を用いて、遷移金属が存在する場合にはAmado而一PEから活性酸
素が生じ、 これが脂質過酸化 を惹起することを証明 した。
3.糖化脂質の新たな生理機能 として、Amadori-PEによる血管新生の促進 を発見 した。




た。 また、高齢モデル動物 を使用 して、脂質 グリケーションが加齢 に応 じて充進す る
ことをはじめて示唆 した。
5.リニアイオ ントラップ型ハイブリッ ド質量分析装置(4000QTRAP㎜)によ り、ヒ
トの血漿にAmadori-PEが存在す ることを構造化学的に初めて証明 した。糖尿病者の血
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論 文 審 査 結 果 要 旨
糖尿病者 の血漿 には脂 質過酸化物 が多 く,糖 尿 病性の動脈硬化症 との関連 が注 目されてい る。高血
糖で脂質過酸化 を誘発 す る原因 として,生 体膜 を構 成 してい る リン脂 質のひ とつで,第 一級 ア ミノ基
を有す るホスフ ァチジル エタ ノール ア ミン ゆE)が 糖化 反応(グ リケー シ ョン)を 受 け,ア マ ドリ型
の糖化 ボスファチジルエ タ ノール ア ミン(Amadori-PE)を生 じる可能性 が示唆 され ている。 しか し,
脂質 グ リケーシ ョンの研 究は構造解析 の レベル か ら進展 してい ないため,そ の生理的 な意味 は未だ不
明確で ある。
本研究で は,ア マ ドリ型の糖化脂 質で あるAmadori-PEに着 目し,そ の合成,新 規生理活性 の検 索,
そ して簡便 な定量法 の開発 を研究 し,以 下の新知見 を得た。
HPLC分析前 にPBA固相抽出カー トリッジを用い,Amadod-PEの簡便 かつ有効な調製 法を開発 した。
本法 で得 たAmadori-PEの純度 は95%以上 と高 く,脂 質 グ リケー シ ョンの生化 学分析 や細胞実験 に十
分使用 で きる もの であった。Amadori-PEによる脂 質過酸化 の誘発能 を検 討 した。遷 移金属 が存在す
る とAmadod-PEの濃度依存的 に活性 酸素 を生 じ,こ れ が過 酸化 を誘発す るこ とを試験管 実験で証 明
した。 高血糖 状態 に生 じる膜 脂質 のグ リケー シ ョン産物 であ るAmadoh-PEが生体過酸化反 応 を惹起
す る原 因物質 で あるこ とを強 く示 唆 した。糖化 脂質 の新規生理 機能 として,Amadoh-PEによる血管
新生促進作用 を発見 した。血管新生 のプ ロセ スである血管基底膜 の分解 と,血管 内皮細胞 の増殖 ・遊走 ・
管腔形成 を濃 度依存 的 に充進 した。生体 内の脂質 グ リケー シ ョン反応 は糖尿 病性網膜 症な ど血管新生
病 の進 展 に深 く関わ るこ とがは じめて示唆 され た。Amadori-PEをUVラベル化剤 で標識 し,.HPLC-
UV法 で分析す る定量法 を開発 した。本法 によ り,食品に存在す るAmadod-PEの定量 が可能 になった。
Amadod-PEは食 品成分 の糖化変性 の指標 として;期待 できた。高齢 モデル動物を使用 して,脂質 グ リケー
シ ョンが加齢 に応 じて充進 す るこ ともは じめて確 認 され た。 リニアイ オ ン トラ ップ型ハイ ブ リッ ド質
量分析装 置に よ り,ヒ トの血 漿 にAmadOIゴーPEが存在 す るこ とを構造化学 的に初 めて証 明 した。高血
糖 状態 に生 じた脂質 のグ リケー シ ョン産物 で あるAmadod-PEが膜 脂質過酸化反応 を惹起す る ことで
糖 尿病の増悪化につながる とい う推論 が裏付 け られ た。
以上 の結果 は,従 来未解 明であった生体や食 品にお け る脂 質 グ リケー シ ョン産物 の分布 と脂質糖化
反 応の生理的 な意味 を始 めて明確 に した もので ある。 よって審 査委員一同 は,本 論文提 出者 に対 して
博 士(農 学)の 学位 を授与す るに値す るもの と判 定 した。
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